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RESUMEN: Desde que la Enfermedad de Aujeszky fue diagnosticada por primera vez en
Argentina en 1978, fueron sucediéndose numerosos brotes en diferentes lugares del
pais. El objetivo de este trabajo fue comparar diferentes cepas del virus de la Pseudorra-
bia porcina. Para ello utilizamos 5 cepas argentinas (3 aisladas en nuestro laboratorio) y
4 de referencia internacional. Las mismas fueron caracterizadas mediante pruebas fisi-
co-quimicas; sus proteinas comparadas por electroforesis en SDS-PAGE; su antigenici-
dad fue comparada al evaluar los 9 antisueros producidos en ratas mediante un siste-
ma de virus neutralizacion cruzada y ELISA indirecto cruzado. Las pruebas fisico-quimi-
cas permitieron observar pequefias diferencias de comportamiento de las cepas virales
frente a diferentes variables tales como pH, calor, accién de la tripsina, éter y cloroformo,
las que en ningun caso aportan datos concluyentes que permitan observar diferencias
significativas. El estudio de la movilidad de las proteinas estructurales de los virus en
geles de poliacrilamida tampoco arrojé datos de importancia y resulté insuficiente para
distinguirlos. El uso de la prueba de virus neutralizacion cruzada para estudiar su anti-
genicidad, en cambio, mostro resultados que permitieron comprobar que las cepas ar-
gentinas produjeron titulos neutralizantes mas elevados que las extranjeras.
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ANTIGENIC BEHAVIOUR OF SEVERAL AUJESZKY’S
DISEASE VIRAL STRAINS

ABSTRACT: Since Aujeszky’s Disease was first recognized in Argentina in 1978, many
outbreaks occurred in different places in our country. Nine Pseudorabies virus strains, 5
Argentine -3 of them isolated in our laboratory- and 4 reference ones, were characterized
by physicochemical, SDS-PAGE, virus neutralization and ELISA methods. Using trypsin,
heat, ether, chloroform and pH in physicochemical analysis, only small differences were
observed, as well as when the viral structural proteins were compared by SDS-PAGE.
Cross virus neutralization test using 9 antisera produced in rats, showed that Argentine
Pseudorabies virus strains elicited higher antibodies titres than those obtained with
reference ones.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Aujeszky (EA) o Pseu-
dorrabia es una enfermedad viral, contagiosa y
aguda de muchas especies animales, causada
por un herpesvirus. El virus herpes suino o de
la Pseudorrabia (PRV), llamado de acuerdo a la
nomenclatura internacional “Suid Herpesvirus
1” (SHV-1), pertenece a la familia Herpesviri-
dae, subfamilia alfaherpesvirinae. El huésped
natural del PRV es el cerdo, especie en la cual
la infeccidn por este virus se manifiesta de dife-
rentes maneras segun se trate de individuos
adultos o jévenes. Mientras que en los prime-
ros causa abortos e infecciones latentes, para
los segundos resulta letal. Otras especies -sal-
vajes y domésticas- también pueden ser infec-
tadas por este virus. En estos casos, la enfer-
medad tiene siempre un curso agudo y termina
generalmente con la muerte de los individuos
afectados (1).

En 1978, Ambrogi y colaboradores (2),
diagnosticaron por primera vez la EA en Argen-
tina y lograron el aislamiento del agente cau-
sal. A partir de ese afio, los brotes de EA fueron
ocurriendo, primero en las zonas de mayor pro-
duccioén porcina del pais, para luego extender-
se a otras regiones de menor intensidad de pro-
duccion (3).

El cerdo es el principal reservorio del vi-
rus aungque también son fuentes de infeccidn
la atmosfera, el estiércol, las aguas servidas, el
suelo y fomites, asi como carnes, viscerasy car-
casas contaminadas, y secreciones. La suscep-
tibilidad del cerdo se ve aumentada debido a
fatigas provocadas por el transporte, cambios
climéticos y otras situaciones de estrés, tales
como escasez de alimentos y deficiencias inmu-
nitarias, que pueden favorecer la manifestacion
clinica de la enfermedad en piaras infectadas
inaparentemente, por la reactivacion del virus
que se encuentra en estado latente (1).

Al poseer un rango tan amplio de hués-
pedes, el SHV-1 puede replicar en una extensa
variedad de células (4, 5, 6, 7) que pueden pre-
sentar 2 tipos distintos de efecto citopatogénico
(ECP) caracteristico: formacion de sincicios y/0
redondeamiento celular. De acuerdo al compor-
tamiento y a la habilidad de formar sincicios se
pueden dividir las cepas en virulentas y de re-
ducida virulencia.

Como todos los miembros de la familia
Herpesviridae, el PRV es sensible a los solven-
tes organicos y al calor y la tripsina, siendo las
cepas virulentas mas sensibles al calor que las
de virulencia reducida (4).

De las 11 glicoproteinas (gps) halladas,
gC y gD constituyen los mayores inmundgenos
del SHV-1 (8), y junto con gB y gE, juegan un
rol muy importante en la induccién de anticuer-
pos neutralizantes (AcN) en animales infecta-

dos (9, 10). Los anticuerpos (Ac) dirigidos con-
tra gB, gC y gD son capaces de neutralizar la
infectividad del SHV-1 en ausencia de comple-
mento (C’), inhibiendo la adsorcién viral (11).
gH junto con gL inducen AcN independientes
del C' (12). Los AcN aparecen a los 7 dias post
infeccidn y alcanzan su pico maximo en aproxi-
madamente 2 a 3 semanas, permaneciendo lue-
go por varios meses. Ademas, por su efecto in-
munosupresor, el PRV aumenta la severidad de
las infecciones bacterianas (especialmente pul-
monares) por Pasteurella multocida o Streptococ-
Cus suis.

El objetivo de esta investigacion fue com-
parar las gps del SHV-1 de las cepas virales
aisladas en nuestro pais y de referencia proce-
dentes de otros paises, aisladas en distintos
periodos, mediante el andlisis de sus propieda-
des bioldgicas, determinando si existen diferen-
cias en la respuesta de AcN contra las distintas
cepas, y el grado de homologia que existe entre
las proteinas de las diferentes cepas de acuer-
do a su peso molecular (PM).

MATERIALES Y METODOS
-Cepas virales

Fueron utilizadas las siguientes: Rio Cuar-
to 79 (RC/79); Mercedes (Mer); Chafar Ladea-
do 7 y 15 (CL-7 y CL-15); Trenque Lauquen 92
(TL/92); Sweden 66 (S-66); Indiana Sullivan
(Ind-S); Alfort (Alf); Yamagata 81 (YS-81). El ori-
gen y la historia de las mismas se encuentra
resumido en otro trabajo (3).

-Caracteristicas del ECP en distintos cultivos ce-
lulares de linea

Medios y soluciones de cultivo: como
medio de crecimiento celular (MC) se utilizd
Medio Minimo Esencial (MEM, Laboratorios
Nissui, Japén) con el agregado de 0,3 mg/ml
de glutamina, 200 Ul/ml de penicilina, 0,5 mg/
ml de estreptomicina, 20 Ul/ml de nistatina y
10% de suero fetal bovino (SFB). EI medio de
mantenimiento celular (MM) fue el mismo que
el anterior pero con un porcentaje reducido de
SFB (2%). Para determinadas experiencias se
utilizé medio de cultivo sin suero (MSS). Para la
disgregacion de las monocapas celulares se uti-
lizé una solucion de tripsina (Laboratorios Difco,
USA) al 0,25% y sal sodica del acido etilendia-
minotetracético (EDTA) al 0,2% en solucion tam-
ponada de fosfatos (PBS).

Cultivos celulares: fueron utilizadas las
siguientes lineas celulares: «Porcine Kidney» -
riién de cerdo- (PK15); -Continuous Porcine
Kidney» -rifién de cerdo- (CPK); «Rabbit Kidney»
-rifidn de conejo- (RK13); «<Madin Darby Bovine
Kidney» -rifidn de bovino- (MDBK); «Crandell's
Feline Kidney» -rifidon de gato- (CRFK) y «Helen
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Lane» -tumor humano- (HelLa), cedidas por la
Universidad de Tokio y el Instituto Nacional de
Salud Animal del Japén. Otra linea celular uti-
lizada fue «Baby Hamster Kidney» -rifién de
hamster- (BHK) cedida por el Laboratorio Med
Vet, La Plata.

Replicacion viral: todas las cepas fue-
ron replicadas entre dos y tres veces sobre las
células de origen porcino (CPK), desarrolladas
en frascos de vidrio de diferentes capacidades.
Los sobrenadantes correspondientes fueron
luego centrifugados, divididos en tubos
Eppendorf (0,5 ml) y congelados a -70°C hasta
Su uso.

ECP en células tefidas con hematoxili-
na y eosina (H-E): todas las lineas celulares
fueron sembradas utilizando MC, en una con-
centracion de 2 x 10% a 5 x 10° células/ml, en
cajas de Petri de 60 mm de diametro (19 cm?)
gue contenian 1 cubreobjetos de 18 x 18 mm
cada una. Se utilizaron 10 cajas de Petri por
cada una de las células utilizadas: 9 fueron em-
pleadas para cada una de las cepas virales y
una para las células control sin inocular. Una
vez que las monocapas fueron confluentes so-
bre los cubreobjetos, el MC fue aspirado y cada
una de las cajas fue inoculada con 0,5 ml de
cada una de las cepas virales (titulos entre 108°
y 10”® DICT, /0,05 ml), dejandose en adsor-
cién a 37°C durante 60 min en atmoésfera con
5% de CO,. Posteriormente, se retiraron los in6-
culos, se lavaron las monocapas con PBS y fi-
nalmente se colocaron 6 ml de MM en cada pla-
ca. Fueron incubadas en las condiciones ante-
dichas durante 14 h, a excepcion de las que
contenian RK13 que solo fueron incubadas
durante 9 h. Luego de este periodo fueron lava-
das 3 veces con PBS y los cubreobjetos fueron
fijados con solucion de Carnoy durante 15 min.
Por dltimo, cada monocapa fue tefiida con el
método convencional de Hy E.

-‘Pruebas de caracterizacion fisico-quimica

Para este trabajo se utilizaron células CPK,
solucion fisioldgica -CINa 0,15 M-(SF), SFB, bi-
carbonato de sodio, medio 199, MM, MC, trip-
sina, éter y cloroformo de alta calidad. Todas
las pruebas fueron realizadas en microplacas
de fondo plano de 96 pocillos, las cuales fueron
incubadas a 37°C en atmosfera reducida de CO,
durante 6 dias (13).

Acciodn del calor: se efectuaron las dilu-
ciones virales en SF en tubos por duplicado los
gue fueron incubados a Bafio de Maria (BM) a
56°C durante 15 min y a 56°C durante 30 min
respectivamente.

Accion de la tripsina: se efectuaron di-
luciones en partes iguales de tripsina al 1% (0,5
ml) e inéculo puro (0,5 ml), logrando una con-
centracion final de tripsina de 0,5%. El mismo
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procedimiento se realiz6 con tripsina al 0,2%
(concentracion final 0,1%). Se mantuvo el pH
en 7,2 con bicarbonato de sodio y se incubaron
los tubos a 37°C durante 60 min a BM. Poste-
riormente la tripsina fue inactivada con el agre-
gado de 0,1 ml de SFB.

Accion del pH: se realizaron las dilucio-
nes virales en Medio 199 (pH 3) y se incubaron
a 4°C durante 18 h.

Accidn del éter: se mezclaron 0,1 ml de
éter y 0,5 ml de virus (concentracion final 20%),
se agitaron los tubos durante 10 min y la mez-
cla se incub6 a 4°C durante 18 h. Luego, los
tubos se centrifugaron a 1200 x g en rotor 3N
(centrifuga Tomy Seiko) durante 10 min, el éter
fue aspirado y el inoculo diluido e inoculado.

Accién del cloroformo: se mezclaron 2
ml de virus con 0,1 ml de cloroformo (concen-
tracion final 5%), y se procedi6 de la misma for-
ma que con el éter.

Las diluciones virales fueron realizadas en
base logaritmica 10 (10! a 10®) y cada una de
ellas inoculada en 5 pocillos (0,05 ml) con 0,1
ml de células CPK. Se dejaron como controles
negativos células sin inocular, y como contro-
les positivos, una titulacion paralela de cada
virus sin tratamiento en cada microplaca.

-Preparacién de los Antigenos (Ag)

Obtenciéon de Ag de membrana: (mem-
brana citoplasmica celular modificada por las
gps virales). Se infectaron monocapas de célu-
las MDBK con inéculos con un titulo entre 108
y 107 DICT_,/0,05 ml de cada una de las cepas
virales. Luego de la adsorcién a 37°C durante
60 min, se completé con MSS y se dej6 en incu-
bacion en las mismas condiciones, hasta la
aparicion de ECP generalizado. Las células fue-
ron recogidas junto con los medios y fueron
centrifugadas a 3.200 x g en rotor 5N (centrifu-
ga Tomy Seiko) durante 15 min. El sobrena-
dante se conservo congelado y el «pellet» celular
fue lavado con buffer TEN (20 mM Tris-CIH pH
7,4; 0,1mM EDTA; 10mM CINa) y centrifugado
nuevamente como en el paso anterior. El «pellet»
obtenido fue resuspendido en una concentra-
cion entre 50 y 100 veces menor al volumen del
medio de cultivo sobrenadante original, en bu-
ffer TEN-1% Nonidet P-40 y se dejé a 4°C du-
rante 60 min. Por ultimo, se centrifugd a 7.500
x g durante 20 min en el mismo rotor y centri-
fuga, se descarto6 el «pellet» y el sobrenadante
se centrifugd nuevamente a 90.000 x g en rotor
80 Ti (Beckman L8-80) durante 60 min. El Ag
resultante fue dividido en alicuotas y conserva-
do a -70°C hasta su uso (14).

Obtencidn de virus purificado: el sobre-
nadante clarificado de cada uno de los cultivos
inoculados con cada cepa viral fue concentra-
do mediante ultracentrifugacién en un rotor
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Beckman 50 Ti a 100.000 x g durante 3 h. El
«pellet» obtenido fue resuspendido en un volu-
men de TE 200 veces menor al volumen de me-
dio original y se purificé en un gradiente conti-
nuo de tartrato de potasio 10-40% en buffer
TE. El «pellet» final fue resuspendido en 0,1 ml
de buffer TE y titulado. Los titulos obtenidos
oscilaron entre 10%° y 10%" DICT, /0,05 ml.
Cada uno de los virus fue utilizado en la inocu-
lacion de los animales de experimentacion, por
lo que posteriormente fueron inactivados con
luz UV durante 15 min.

‘Animales de experimentacion. Esquema de ino-
culacién

Se utilizaron ratas convencionales Long
Evans machos de 2 meses de edad. Se obtuvie-
ron muestras de suero sanguineo para contro-
lar que no fuesen toxicos y fueran carentes de
Ac anti-SHV-1. Estos sueros se utilizaron como
controles negativos de cada uno de los anima-
les utilizados. Las inoculaciones fueron realiza-
das por via intraperitoneal con intervalos de 15
a 20 dias entre cada una. La primera se realizo
con 0,25 ml de virus inactivado y 0,25 ml de
adyuvante completo de Freund; la segunda, con
iguales volumenes pero utilizando adyuvante
incompleto; la tercera con 0,5 ml de virus sin
adyuvante y la cuarta, con 0,5 ml de Ag de
membrana. Previamente a cada inoculacion, se
sangraron los animales y se titularon los sue-
ros. Los sueros anti-PRV fueron obtenidos de
las ratas mediante puncién cardiaca y sangra-
do a blanco. Fueron centrifugados para elimi-
nar los elementos formes, divididos en alicuo-
tas y congelados hasta su uso. Parte de ellos
fue inactivada a 56°C durante 30 min.

-Virus neutralizaciéon (VN) cruzada

Se usaron 100 particulas infectivas /
0,025 ml de cada una de las cepas virales. Fue
utilizado C’ heterdlogo liofilizado, diluido 1:20
en MSS, dividido en alicuotas y congelado a -
80°C hasta su uso. Se enfrent6 cada una de las
cepas virales con los 9 antisueros producidos;
2 con sueros descomplementados y 2 con sue-
ros descomplementados y el agregado de C’ he-
terdlogo (total 36 placas). EI método utilizado
fue el convencional suero variable - virus cons-
tante (15).

-ELISA indirecto cruzado

Los Ag de membrana producidos fueron
diluidos 171000 en buffer carbonato-bicarbo-
nato 50 mM con los que se adsorbieron placas
de ELISA. Luego de la incubacién a 4°C duran-
te 24 h, las placas se vaciaron y se colocé6 0,1
ml de solucién de bloqueo (PBS-0,1% seroal-
bdmina bovina) durante 1 hora a 37°C. Luego
se lavé con Tween 20 al 0,05% en PBS tres ve-

ces. Los antisueros obtenidos en ratas fueron
diluidos en PBS-5% leche en polvo descrema-
da (SD) desde 1/4 hasta 1/8192, luego de 1 h
a temperatura ambiente, las placas se lavaron
y se incorpord anti-gamaglobulina de rata con-
jugada con peroxidasa diluida 1/1000 en SD
(Sigma). Luego de 60 min de incubacion y pos-
teriores lavados se coloco el sustrato especifico
conteniendo: &cido citrico 0,1 M, fosfato disodi-
co 0,2 M, peroxido de hidrégeno al 0,01% y
ABTS 0,3 mg/ml. El mismo procedimiento se
realiz6 con antigenos controles. Los valores de
absorbancia fueron leidos con filtro de 405 nm
a los 60 min de reaccion utilizando un lector
Titertek Multiskan.

-Electroforesis en SDS-PAGE.

Se trabajé en geles al 10% empleando un
sistema de buffer discontinuo. Las muestras
fueron procesadas para trabajar en condicio-
nes reducidas y no reducidas. Las condiciones
de corrida se estandarizaron a 36 mA durante
3,5 h en placas de 170 x 190 x 1 mm vy la tin-
cion fue realizada con azul brillante de Coo-
massie.

RESULTADOS

-Caracteristicas del ECP en distintos cultivos ce-
lulares

Todas las cepas virales empleadas fueron
replicadas en diferentes sustratos celulares:
PK15, CPK, RK13, MDBK, CRFK, HelLa y BHK,
células de tipo epitelial, con excepcién de BHK
gue es de tipo fibroblastica. El tiempo de incu-
bacion de las cepas virales en las células fue de
14 h, excepto en el caso de la linea RK13 que
solo resistio 9 h de incubacién antes que el ECP
fuera total. Tanto las células RK13 como las
CRFK forman sincicios espontaneos en los con-
troles sin inocular, de aproximadamente 4 cé-
lulas promedio cada uno. En la tabla 1 se resu-
men las caracteristicas de ECP presentado por
las distintas cepas virales en los diferentes sus-
tratos celulares.

-Pruebas de caracterizacion fisico-quimica

En la tabla 2 se resumen los resultados
de las pruebas de caracterizacion fisico-quimi-
ca realizadas en las 9 cepas de PRV.

‘VN cruzada
Los resultados obtenidos se presentan en
las tablas 3y 4.

-ELISA Indirecto cruzado
La tabla 5 ilustra los resultados obteni-
dos.
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Tabla 1: caracteristicas de ECP de las cepas virales en los diferentes sustratos celulares
Table 1: CPE obtained with viral strains inoculated onto different cell lines

RC/79 | Mer CL-7 | CL-15 | TL/92
PK15* | A ,CR, | ACR, | ACR, | ACR, | ACR,
p,CI,S|P,CIL,S|PCI,S| PCLS | P,CI,S | |
CPK* A CR, | ACR, | ACR, | ACR, | ACR,
P, CI Cl P.,Cl P, Cl, P, CI
RK13*»* | A P,S | AP, S |AP,S |AP,S |APS |.
MDBK** | A/CR, | A/CR, | ACR, | ACR, | ACR,
* p,CLSsS|PCL,S|PCLS|PCLS |PCLS |
CRFK***| CR, CIl, | CR,Cl, | CR,Cl, | CR,CI, | CR,CI, | !
* S S S S S
HeLa* | CR,Cl, | CR,Cl, | CR,CI, | CR,Cl, | CR,CI, | |
S S S S S
BHK**** | CR,Cl, | CR,Cl, | CR,CIl, | CR,CI, | CR,Cl, | |
S S S S S

Referencias: A=agujeros; CR=células redondas; P=puentes; Cl=cuerpos de inclusién intranucleares; S=sincicios. * sinci-
cios pequefios de 5 células promedio ** sincicios gigantes, apariencia de ser toda la monocapa un gran sincicio *** sincicios
grandes (20 células promedio) y pequefios (6 células promedio) juntos **** sincicios de 10 células promedio.

Tabla 2: pruebas de caracterizacion fisico-quimica realizadas en las 9 cepas de PRV
Table 2: physicochemical characterization of 9 strains of PRV

RC/79 | Mer CL-7 | CL-15 | TL/92
Tiuo | 107 | 10775 | 1065 | 1075 | 1075
Eter - - - - -
Clorof. - - - - -
Trp.05 | 10225 | 104 | 10375 | 1035 | 105
Trp.0o4 | 1065 | 107 | 10625 | 107 | 10575
s6°c 15' | 1015 | 10225 | 1015 | 10075 | 1025
56°C 30' | 100.75 - - 101 1015
pH3 | 1015 - - - 1015

Los titulos se expresan en DICT, /0,05 ml. (*) indica titulo previo al tratamiento; (-) indica ausencia de ECP.

-Electroforesis en SDS-PAGE

Los Ag de membrana de las 9 cepas y el
control negativo (células sin infectar) otorgaron
un ndamero elevado de bandas proteicas en la
concentracion utilizada (>30 bandas en el caso
de Ag reducidos). Algunas de estas bandas (120,
40 y 30 kD en Ag no reducidos y 140, 110, 80,
62 y 52 kD en Ag reducidos) estan presentes
Unicamente en todas las cepas virales y ausen-
tes en los controles sin inocular, lo que indica
gque son especificas de virus.

Los patrones obtenidos con las 9 cepas
de PRV fueron similares, existiendo pequefias

diferencias: las cepas CL-7, CL-15y TL/92 tie-
nen practicamente el mismo perfil proteico ex-
cepto la ausencia de una banda de aproxima-
damente 38 kD en CL-7 y CL-15, banda que
también resulta ausente en Ind-S. Alf también
tiene una banda ausente de aproximadamente
45 kD. Mer presenta un grupo de bandas de
entre 33 y 35 kD. Mer, Alf y YS-81 tienen una
banda ausente de aproximadamente 140 kD;
RC/79 presenta una banda de 100 kD y el res-
to de las cepas muestran pequefias diferencias
de movilidad: Mer en 70, 40 y 30 kD.
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Tabla 3: reactividad de los antisueros producidos en ratas contra las diferentes cepas virales

(sueros inactivados a 56°C 30 min con el agregado de C’ heterdlogo)
Table 3: reactivity of 9 antisera produced in rats against different viral strains (the sera were inactivated at 56°C 30 min,
and C’ was added)

RC/79| Mer | CL-7 |CL-15|TL/92 | S-66

RC/79| 128 16 32 16 32 8
Mer | 256 32 64 64 128 16
CL-7 | 128 4 64 32 64 4

CL-15| 256 64 128 128 64 16
TL/92 | 64 16 64 32 64 4
S-66 64 32 32 32 32 8
Ind-S | 256 128 128 64 128 16
Alf 64 8 16 32 32 4

YS-81| >256 | 128 64 128 | 256 32

En la horizontal se ubicaron los antisueros y en la vertical las distintas cepas virales. Los titulos se expresan como la
inversa de la dilucion que neutraliza 10? DICT, /0,05 ml. (-) indica ausencia de AcN. (*) Suero policlonal de cerdo de
referencia.

Tabla 4: reactividad de los antisueros producidos en ratas contra las diferentes cepas virales

(sueros inactivados a 56°C 30 min sin C)
Table 4: reactivity of 9 antisera produced in rats against different viral strains (the sera were inactivated at 56°C 30 min
without adding C)

RC/79| Mer | CL-7 |CL-15|TL/92 | S-66

RC/79| 64 4 16 16 32 4
Mer 32 8 32 16 32 8
CL-7 64 8 32 16 16 -

CL-15| 64 4 64 32 32 4
TL/92 | 16 8 16 16 16 -

S-66 32 32 16 8 32 4
Ind-S | 128 64 64 32 64 -
Alf 64 4 16 16 32 4

YS-81| 128 4 8 8 64 8

En las finas se ubicaron los antisueros y en las columnas las distintas cepas virales. Los titulos se expresan como la
inversa de la dilucion que neutraliza 10? DICT, /0,05 ml. (-) indica ausencia de AcN. (*) Suero policlonal de cerdo de
referencia.
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Tabla 5: resultados obtenidos en ELISA indirecto cruzado

Table 5: results obtained by cross-indirect ELISA

RC/79| Mer | CL-7 |CL-15|TL/92 | S-66

RC/79| 256 16 64 32 128 16
Mer - 256 128 64 512 128

CL-7 - - 128 64 -
CL-15| 2048 | 128 128 512 | 512 64
TL/92 | 1024 - 1024 | 1024 | 2048 | 128
S-66 |>8192| 1024 | 512 | 1024 |>8192| 256
Ind-S |>8192| 1024 | 512 | 1024 | 4096 | 512
Alf |>8192| 1024 | 1024 | 256 | 2048 | 512
YS-81| 2048 | 1024 | 2048 | 512 | 1024 | 256

En las filas se ubicaron los antisueros y en las columnas distintas cepas virales utilizadas como antigenos.

DISCUSION

En general, todas las cepas virales pro-
dujeron el mismo ECP en las distintas lineas
celulares: lisis, sincicios y/o cuerpos de inclu-
sion (CI) intranucleares eosindfilos (PK15, RK13,
MDBK, CRFK, HeLa y BHK). En CPK ninguna
cepa produjo sincicios con excepcion de Ind-S
que los produjo escasos y muy pequerios, dato
gue no es significativo. Los Cl caracteristicos
fueron observados en todas las lineas celulares
excepto en RK13, debido probablemente al me-
nor tiempo en que el virus produjo ECP en es-
tas células. Segun lo expresado por Bitsh (5),
las cepas altamente patogénicas son capaces
de formar sincicio a lo que Golais y Sabd, (16)
agregan que las atenuadas producen Unica-
mente redondeamiento celular. Nosotros obtu-
vimos ambas manifestaciones de una misma
cepa en diferentes cultivos celulares. Kaplan y
Ben-Porat (17) observaron que con alta multi-
plicidad de infeccidn, el virus de la EA destruye
una monocapa de RK13 en menos de 18 h de
incubacion, lo que en nuestro caso se redujo a
9 h. Considerando entonces el corto tiempo re-
guerido para la aparicion de ECP y la produc-
cion llamativa de sincicios, es que se sugiere el
uso de esta linea para el intento de aislamiento
viral.

En el estudio realizado por Bodon y col.
(18) las cepas virulentas resultaron sensibles a
la tripsina en concentraciones de 0,5 mg/ml;
para ellos, resistencia al calor y a la tripsina se
acompafan de virulencia reducida. Otros au-

tores no obtuvieron relacién directa entre ter-
moresistencia y virulencia por lo que no consi-
deran que la sensibilidad al calor sea adecua-
da para la caracterizaciéon de cepas. Para Bartha
y col. (4) el tratamiento con calor redujo los ti-
tulos originales (4-5 log) dependiendo de la cepa
viral, y mediante el tratamiento con tripsina la
sensibilidad fue menor utilizandola al 0,1%.
Bodon y col. (18), Bartha y col. (4) y Lloyd y
Baskerville (19) sugieren que el PRV puede ser
diferenciado, por su sensibilidad a la tripsina,
en: atenuadas = tripsinosensibles y virulentas
= tripsinoresistentes, especulando con que el
marcador de sensibilidad a la tripsina puede
correlacionarse con su virulencia. Por el con-
trario, Platt y col. (20) no encontraron esa co-
rrelacién pero si observaron relacidon directa
entre inactivacion térmica y sensibilidad a la
tripsina. Los resultados de los experimentos
indicados en la tabla 2 muestran pocas dife-
rencias de sensibilidad de las 9 cepas someti-
das a los diferentes agentes fisico-quimicos. Las
9 cepas presentaron reducciones de titulos en-
tre 2,5y 5 log al ser sometidas a la accion de la
tripsina en concentracion del 0,5%, siendo Alf
la cepa mas sensible. Las mismas, enfrentadas
con tripsina al 0,1%, sufrieron menores reduc-
ciones de titulos (0,25 y 1,75 log) siendo la TL/
92 la mas sensible, lo que demuestra que es
necesaria una concentracién minima de tripsi-
na para reducir la virulencia de PRV en forma
significativa.

Las cepas se comportaron altamente sen-
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sibles cuando fueron sometidas a la accion del
calor: disminuyeron entre 5y 6,75 log a 56°C
durante 15 min, siendo CL-15 la més sensible
y prolongando el periodo a 30 min con la mis-
ma temperatura, la virulencia se redujo desde
6 log a la inactivacion total, siendo las mas sen-
sibles Mer y Alf (7,75 log), Ind-S (7 log) y CL-15
y S-66 (6,5 log).

Con respecto a la labilidad experimenta-
da por las cepas frente al pH acido, las varia-
ciones oscilaron entre 5,5 log y 7,5 log siendo
las més labiles Mer, CL-15, Alfy YS-81 (7,5 log),
Ind-S (7 log) y CL-7 (6,5 log).

La sensibilidad frente a diferentes agen-
tes fisico-quimicos, no es de utilidad en estos
casos al utilizar 9 cepas aisladas de campo,
como lo demuestra también Tozzini (7) quien,
trabajando con 4 cepas de campo, obtuvo las
mismas variaciones de titulo en la resistencia
al calor y no pudo correlacionar la sensibilidad
de cepas con respecto a diferentes agentes, ni
establecer cudl fue la mas resistente ni cual la
mas sensible globalmente.

De acuerdo a los resultados contradicto-
rios obtenidos por diversos autores con respec-
to a la relacion sensibilidad a la tripsina-calor/
virulencia, es que consideramos gue estos mar-
cadores no son Utiles en estos casos. En nues-
tra experiencia solo utilizamos cepas virulen-
tas, las que no mostraron diferencias de sensi-
bilidad. Por lo tanto esta metodologia (sensibili-
dad a diferentes agentes y ECP en cultivos ce-
lulares) no permite la identificacién de cepas,
ni aun el agrupamiento en distintos serotipos,
debido a su elevada laboriosidad y escaso po-
der resolutivo (21).

Para determinar si los diferentes aisla-
mientos de PRV muestran diferencias en cuan-
to a su antigenicidad, se realizaron inmuniza-
ciones periddicas a 9 ratas a fin de obtener 9
antisueros policlonales que fueron utilizados en
VN cruzada y ELISA indirecto cruzado. Estas
ratas resultaron de facil maniobrabilidad para
el esquema de inmunizacién seguido.

Es sabido que el C’ favorece la accion neu-
tralizante de muchos virus, sobre todo para la
deteccién de Ac tempranos, mejorando de al-
gun modo la unién Ag-Ac (22). La neutraliza-
cion dependiente del C' fue conocida entre los
miembros de la familia Herpesviridae, en sue-
ros humanos o de conejos con Ac contra Virues
Herpes Simplex 1 y fue utilizada también para
la deteccién de infeccién temprana de Herpes
Virus Bovino 1y Rinotraqueitis Felina como mé-
todo mas sensible (23). Los AcN dirigidos con-
tra gC y gD pueden ser independientes del C’,
mientras que los dirigidos contra gB son C’ de-
pendientes (21). Sin embargo, como fue demos-
trado por Ben-Porat y col. (9), existen variacio-
nes antigénicas entre cepas de PRV, sobre todo

entre aquellas aisladas de diferentes areas geo-
graficas. Los aislamientos de PRV de la misma
zona geografica parecen antigénicamente simi-
lares. Estas variaciones antigénicas se presen-
tan principalmente en gk y gC (ambas esencia-
les para la replicacion viral in vitro) y no en gB.
Yamada y col. (10), utilizando anticuerpos mo-
noclonales (AcMo) observaron que Ac dirigidos
contra gB muestran diferencias de reactividad
entre cepas americanas y japonesas, pero no
entre las japonesas entre si. Esta diferente reac-
tividad también fue observada en nuestro labo-
ratorio cuando realizamos VN cruzada emplean-
do 5 AcMo contra 7 cepas de PRV. Cuatro de
ellos neutralizan en presencia de C' y la dife-
rente reactividad permite reunir a las cepas en
2 grupos (YS-81, S-66, CL-15y Mer por un lado
e Ind-S, RC/79 y Alf por el otro), no existiendo
relacidon entre fenotipo y genotipo como se ob-
servo en trabajos previos (14).

La tabla 3 muestra la diferente reactivi-
dad cruzada de las cepas frente al C’' heterélo-
go: los mayores titulos neutralizantes se obser-
varon contra las cepas argentinas. En la tabla
4 se observa que efectivamente los sueros sin el
agregado de C’ presentaron titulos menores. La
actividad neutralizante aumentada por el C’
también se demuestra por la diferencia de titu-
los del suero policlonal de cerdo de referencia
de las tablas 3y 4. En ELISA indirecto cruzado
existié gran variabilidad. Al enfrentarse a la
mayoria de los Ag, los antisueros dirigidos con-
tra cepas argentinas brindaron titulos mas ele-
vados, con ciertas excepciones como la escasa
reactividad que tuvieron frente al Ag CL-7. Con
los antisueros obtenidos contra cepas de refe-
rencia no se obtuvieron titulos mayores a 1:512,
mientras que los antisueros dirigidos contra las
cepas Argentinas reaccionaron con titulos
>1:8192 y no se hallo alta correlacién entre AcN
y Ac totales. Probablemente esta diferencia de
reactividad se deberia, ya sea a caracteristicas
inmunoldgicas individuales de cada rata, ya sea
por diferencias antigénicas entre cepas de dife-
rentes areas geograficas o bien a que la alta
cantidad de pasajes por cultivo que tienen las
cepas recibidas en nuestro laboratorio hayan
modificado su antigenicidad.

Cabe recordar los pesos moleculares co-
nocidos de algunas de las gps presentes en el
virion PRV: gB: 155 kD (subunidad a: 110-125;
subunidad b: 68-74; subunidad c: 55-58); gC:
92 kD; gD: 55-60 kD; gE: 130 kD; gl: 63 kD;
gH; 95 kD; gK: 36 kD; y gM: 45 kD. Los patro-
nes obtenidos con las 9 cepas de PRV fueron
similares, existiendo pequefas diferencias, a sa-
ber: las cepas aisladas mas recientemente en
nuestro pais (CL-7, CL-15y TL/92) tienen préac-
ticamente el mismo perfil proteico excepto la au-
sencia de una banda de aproximadamente 38
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kD en CL-7 y CL-15, banda que podria corres-
ponderse con gK y que también resulta ausen-
te en Ind-S. Alf también tiene una banda au-
sente de aproximadamente 45 kD, tamafio
aproximado de gM. Mer es la cepa que muestra
mayores diferencias con el resto de las cepas
argentinas e incluso difiere mucho de las de re-
ferencia: en ella aparece un grupo de bandas
de entre 33y 35 kD. En general las diferencias
entre las cepas se comienzan a observar en PM
< 60 kD y podria tratarse de gps como gD (55-
60 kD), gK (36 kD) y gM (45 kD), de las cuales
la primera tendria significancia antigénica ya
gque tanto la gK como la gM han sido descriptas
recientemente y no se conoce aun su funcién
especifica. El resto de las diferencias de ban-
das de PM muy bajos, podrian ser precursores
proteicos o restos de otras proteinas celulares,
proteinas contaminantes, nuevas gps, protei-
nas aun no homologadas o productos parcial-
mente glicosilados (24).

Los resultados obtenidos para el perfil
proteico de cepas de PRV coinciden con los de
otros autores: Ben-Porat y col. (9) no pudieron
establecer diferencias entre cepas de distintos
lugares del mundo aun utilizando inmunopre-
cipitacion con AcMo. Si pudieron establecerlas
entre cepas vacunales y cepas salvajes. Ellos
concluyen que ademas, los aislamientos de PRV

Antigenicidad del virus de Aujeszky

de la misma area geogréfica aparecen anti-
génicamente similares.

En nuestro caso, solo Mer aparece di-
ferente a las demés, sobre todo en SDS-PAGE
de Ag de membrana sin reduccidn. Cabe des-
tacar que esta cepa fue recibida en el labo-
ratorio sin conocer su namero anterior de
pasajes en cultivos celulares.

CONCLUSIONES

‘No es posible establecer diferencias
marcadas en el ECP producido por varias ce-
pas de PRV en cultivos celulares.

-Se sugiere el uso de la linea celular
RK13 para aislamiento de PRV dada la rapi-
dez de aparicion de ECP y la practicidad del
uso de esta linea celular en el laboratorio.

-Las pruebas fisico-quimicas no apor-
tan datos concluyentes que permitan obser-
var diferencias significativas entre las cepas
de campo de PRV.

-Con los antisueros obtenidos en ratas
no se observaron diferencias entre cepas ar-
gentinas de PRV.

-El estudio de la movilidad de las pro-
teinas estructurales de las diferentes cepas
de PRV, no arrojé datos de importancia que
permitieran diferenciarlas.
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